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1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | ia recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
ta recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

| | deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

| | La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2. ll a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. Q II y a absence d'unite de l invention (voir le cadre II). 
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| | te texte est approuve tel qu'il a ete remis par ie deposant. 
|"X~| Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 
UTILISATION D'EXTRAITS DE DICTYOTALES EN VUE DE LA PRODUCTION D'UNE 
COMPOSITION TOPIQUE 



En ce qui concerne I'abrege, 

ry"| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

i — I le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

1 I presenter des observations a I'administration dans un delai cTun mois a compter de la date cfexpedition du present rapport 

de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° zz 

nsuggeree par le deposant. P] Aucune des figures 

. . — n'est a publier. 

[ I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux ('invention. 
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revendications, sera republiee si des modifications sont 
regues 
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abreviations "figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
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^= (54) Title: USE OF DICTYOTAL EXTRACTS IN THE PRODUCTION OF A TOPICAL COMPOSITION 



(54) Titre : UTILISATION D'EXTRAITS DE DICTYOTALES EN VUE DE LA PRODUCTION D'UNE COMPOSITION TO- 
PIQUE 



< 



(57) Abstract: The invention relates to the field of cosmetology, more specifically to novel topical compositions containing an alga 
extract. The aim of the invention is to use an alga extract from the Dictyotal family in the production of compositions containing 
an alga extract as an active ingredient which results in the maturation of keratinocytes and in the increase of desmosomial proteins 
^2 for use by topical administration on the skin, mucous membranes and teguments. The invention is used on parts of the body that are 
subjected to problems caused by ageing. 

If) 

^ (57) Abrege : U invention se rapporte au domaine de la cosm6tologie, et plus particulierement a de nouvelles compositions topiques 
renfermant un extrait d'algues. Elle a precis£ment pour objet T utilisation d'un extrait d'algues de la famille des Dictyotales en vue 
de la productions de compositions contenant comme principe actif un extrait d'algues provoquant la maturation des Keratinocytes 

£^ et 1* augmentation des proteines desmosomiales en vue de T utilisation par voie topique sur la peau, les muqueuses et les teguments. 
Utilisation sur des parties du corps expos^es aux problemes de vieillissemenL 
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UTILISATION D'EXTRAITS DE DICTYOTALES EN VUE DE LA PRODUCTION D'UNE 
COMPOSITION TOPIQUE 

1 La presente invention se rapporte au domaine de la cosmetologie et plus precisement a un 

5 nouvel actif et a de nouvelles formulations destinees a des fins cosmetiques. 

/ 

Elle a plus particulierement pour objet de nouvelles compositions topiques renfermant un 
extrait d'algues, qui ont la propriete d'activer la maturation des Keratinocytes. 

10 Elle a specifiquement pour objet ^utilisation d'une preparation a base d'extraits d'une algue 
de la famille des Dictyotales en vue de la production d'une composition topique, destinee a 
des fins cosmetiques, amenant la maturation des Keratinocytes avec amplification de la 
synthese des cytokeratines, notamment des cytokeratines CK1 et CK10, et 1' augmentation des 
proteines desmosomiales pour contribuer a la consolidation de l'architecture stratifiee de 

15 P epidemic 

-\ 

Cet extrait d'algue n'augmente pas la proliferation ni n'entraine de vieillissement excessif des 
cellules, et n'agit pas sur le metabolisme cellulaire des cellules de peau humaine. 

20 L'epiderme qui represente la partie superficielle de la peau est forme d'une succession de 
plusieurs couches de keratinocytes plus ou moins differencies. 

Ainsi, au niveau de la couche basale, on trouve des keratinocytes de petite taille ayant une 
grande capacite de proliferation. Au-dessus de cette couche, se trouvent plusieurs couches 
25 suprabasales constituees de keratinocytes matures ou evolues, puis differencies a la suite de 
leur migration selective a partir de la couche basale. 

Cette architecture stratifiee des couches suprabasales de Pepiderme peut etre modulee par 
plusieurs facteurs et notamment par le calcium soluble ou ionique - par opposition au calcium 
f 30 fixe : en presence de calcium en quantite suffisante, on assiste a une stimulation de la 
synthese du cytosquelette et notamment des cytokeratines, et de F assemblage des cellules par 
les desmosomes, organismes de jonction constitues de proteines transcellulaires necessaires a 
une meilleure communication entre les cellules. Ces desmosomes jouent un role important 
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dans Porganisation du cytosquelette en se servant de sites d'ancrage pour Pattachement des 
cytokeratines. 

II a ete demontre aussi, par plusieurs auteurs, que les desmosomes etaient indispensables pour 
le processus de stratification en favorisant la migration selective des cellules en phase finale i 
5 de differenciation, a partir de la couche basale vers les couches suprabasales. 

V 

t 

Au niveau du cytosquelette, on note une augmentation de Pexpression des cytokeratines, 
notamment des cytokeratines 1 et 10 qui sont des marqueurs de differenciation terminale sous 

10 

Les extraits de padine, algues de la famille des pheophycees, ont la propriety d'activer la 
maturation des keratinocytes. 

La maturation des keratinocytes est observee au cours de differentes situations : c'est une 
15 etape essentielle de Involution des keratinocytes, Pepithelialisation des cellules 
epidermiques. Elle peut etre ralentie lors de certaines maladies comme le psoriasis, ou activee 
de maniere excessive dans d'autres pathologies. D'une maniere generale, la maturation des 
keratinocytes est associee a une amelioration des proprietes mecaniques de la peau. Cette 
amelioration est liee a la nature meme de V evolution des keratinocytes. 

20 

La maturation des keratinocytes se traduit au niveau cellulaire par une augmentation des 
proteines du cytosquelette impliquees dans les processus de maturation, principalement les 
cytokeratines 1 et 10 et, en quantity plus faibles, les cytokeratines 5 et 13, 
La maturation des keratinocytes se traduit au niveau tissulaire par une amelioration de 

25 Tattachement et de la cohesion des cellules liee a une augmentation de I s expression des 
proteines desmosomiales. La maturation des Keratinocytes est trbs active dans les peaux des 
sujets jeunes. La differenciation s'exprime rapidement dans les peaux des personnes agees. 
Ces propri6tes sont recherchees par Pindustrie cosmetique, qui pourrait etre incitee a mettre 
sur le marche des compositions qui permettraient de doter la peau d'une meilleure resistance. 

30 La maturation des cellules 6pitheliales est en outre recherchee lors de greffes de peau et d'une { 
maniere generale lors de la culture des keratinocytes. 

La maturation des keratinocytes se differencie du vieillissement cellulaire. Elle ne modifie ni 
la proliferation ni le metabolisme mitochondrial. 
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Les substances habituellement utilisees pour provoquer la maturation des keratinocytes 
accelerent la differenciation et ainsi le vieillissement. Dans un premier temps, elles 
accroissent la division des cellules, elles provoquent ensuite Peffondrement de la 
proliferation. Au niveau du metabolisme mitochondrial, elles augmentent la respiration 

5 cellulaire puis l'inhibent. 

A ce jour, les biologistes ne disposent pas de substances susceptibles d'ameliorer la 
differenciation des keratinocytes sans provoquer a terme un vieillissement excessif des 
cellules. Le vieillissement biologique se traduit par une diminution et par un raientissement du 
metabolisme general et notamment par une baisse des potentiels de proliferation et de 

10 synthese. 

Or, on vient de trouver, de maniere surprenante, que certains extraits ethanoliques ou 
acetoniques d'une Dictyotale appartenant aux pheophycees, la Padine, repertoriee sous le nom 
de Padina pavonica, sont sans effet sur la proliferation des cellules, que ces extraits n'ont 
15 aucune action sur les proto-oncogenes pan Ras, que ces memes extraits n'exacerbent, ni ne 
ralentissent le metabolisme mitochondrial (Test XTT ou MTT), et que neanmoins ils 
amplifient la maturation des keratinocytes par une meilleure expression des proteines 
desmosomiales et des cytokeratines, notamment CK 1 et 10. 

20 Ces extraits de Padina pavonica sont definis par leur procede d'obtention selon lequel les 
algues sechees sont mises a macerer dans Pethanol ou un autre solvant organique susceptible 
d'etre evapore. Cet extrait brut est caracterise par son activite biologique sur les keratinocytes 
apres chromatographie par HPLC sur silice greffee CI 8. Eluee avec un debit d'un millilitre 
par minute par un melange methanol - eau (90-10), la fraction active se situe entre 9 et 12 

25 minutes de retention. Cet extrait brut est concentre, puis la phase d' extrait brut est ajoutee en 
fonction du niveau d 5 activite constate ou dilute dans un vehicule choisi parmi une huile, un 
glycol, une cire (huile de jojoba par exemple) et une paraffine ou dans un support solide 
comme la cellulose, la gelatine, la silice ou le talc. 

30 Cet extrait brut de Padina pavonica est ainsi incorpore dans un excipient ou un vehicule 
propre a realiser des compositions a des fins cosmetiques. On dispose ainsi d'un extrait titre. 
A cette fin, V extrait de Padina pavonica titr6 est melange ou incorpore a un ou plusieurs 
excipients inertes non toxiques adaptes pour P usage cosmetique. On citera a cet egard des 
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agents diluants, des agents epaississants, des agents dispersants, des agents emulsionnants, 
des agents tensioactifs, des agents d'aromatisation, des parfums et/ou des agents regulateurs 
de la viscosite et/ou des agents de conservation. 

9 

5 Les compositions selon Pinvention pourront se presenter sous forme de cremes, de 
suspensions, d'emulsions E/H, H/E ou Si/E, de gels, de pates, de pommades ou de poudres. 

D'une maniere preferee, on utilisera des supports destines a etre dilues ou incorpores dans des 

i^i^ip r^^ m i » i i i n 

10 dilue avec son support inerte apres evaporation du solvant et dilution avec un support inerte 

pour realiser la preparation desiree, en une phase huileuse contenant eventuellement des 

agents tensioactifs non ioniques et/ou des silicones. 

La phase huileuse est ensuite additionnee d'une phase aqueuse contenant eventuellement un 
agent gelifiant ou un agent epaississant ou un regulateur de viscosite. Apres agitation 
15 prolongee, on obtient ainsi une emulsion que Ton incorpore dans une base cosmetique, grasse 
ou non grasse, pour realiser une creme ou un gel. On procedera de maniere semblable pour les 
preparations a phase continue huileuse. 

On pourra egalement incorporer directement la poudre d'extrait sec de Padina pavonica dans 
une base grasse comme la vaseline ou la lanoline pour former une pommade. 

20 On pourra tout aussi bien utiliser Textrait alcoolique de Padina pavonica, Tincorporer dans 
une solution de polyethyleneglycol contenant un agent dispersant ou tensioactif, et 
Padditionner d'une huile de silicone pour realiser une emulsion fluide que Pon peut, si desire, 
colorer ou parfumer a Paide d'une essence de fleurs ou de plantes natxirelle ou bien encore 
avec une substance odoriferante comme une ionone ou le lavendulol. 

25 Les compositions cosmetiques contiennent de 0,1 g a 200 g d'extrait de Padine par Kg de 
preparation, et en particulier de 4 a 150 g par Kg en fonction de Pactivite de la preparation 
brute et des qualites du produit final. On precise ici qu'il s'agit de la concentration de Pextrait 
dose en activite a 200 000 unites d'activite (UA) par litre. 

Les compositions cosmetiques sont destinees a etre appliquees sur le corps et notamment sur 
30 les parties du corps les plus exposees a des probl^mes de vieillissement comme le visage, les k 
bras, le haut du corps et le decollete. 

Les compositions pourront etre appliquees de une a quatre fois par jour, de preference de deux 
a trois fois par jour pendant une periode s'echelonnant de 10 a 60 jours, de preference de 15 a 
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30 jours. La teneur en principe actif s'echelonne de 20 UA/Kg a 80 000 UA/Kg de 
preparation galenique finale, et de preference de 2 000 a 40 000 UA/Kg. La concentration est 
determinee selon l'activite de la preparation finale et en tenant compte du fait que le principe 
actif est constitue de Pextrait brut filtre. 

Bien que 1' invention se rapporte essentiellement a l'utilisation de preparations topiques 
destinees a des fins cosmetiques, il n'est pas exclu qu'une utilisation par voie generate 
conduirait a des resultats similaires. 

Le titre de 200 000 Unites d'activite / litre signifie que 20 ^1 d'extrait ethanolique retablissent 
au moins 50 % de l'activite de synthese des glycosaminoglycanes, de 200 000 fibroblastes 
(cellules extraites d'explants de peau provenant de sujets sains et adultes, cette variation etant 
induite par Tagent deletere resxiltant de V addition d'une solution de 20 UI/L de xanthine 
oxydase a 0,25 mMol d'hypoxanthine. Ce systeme s'applique seulement a Textrait brut. 

L'invention s'etend encore a Tutilisation d'une preparation d'extraits d'algues de la famille 
des Dictyotales dans des milieux de culture pour augmenter la maturation des keratinocytes. 

L'activite biologique des extraits de Dictyotales a ete mise en evidence sur les tests suivants. 

L^extrait de Padine n'agit pas sur le metabolisme celluilaire des cellules de la peau 
faumaine. 



Les Fibroblastes 
Test XTT 
Tableau 1 





T6moin 


5 1*1 


10 |il 


20 nl 


50 nl 


Moyenne 


0,269 


0,250 


0,272 


0,241 


0,261 


Ecarttype 


0,014 


0,008 


0,015 


0,011 


0,013 



Ces chiffres sont schematises par rhistogramme sur le metabolisme mitochondrial des 
fibroblastes traites par un extrait de Dictyotales, k la Figure 1 . 
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L'extrait de Padine n'agit pas sur la proliferation cellulaire des cellules de la peau 
humaine. 



Les fibroblastes 

Numeration des cellules apres 48 heures de culture 
Tableau 2 





Temoin 


5 \xl 


10 \il 


20 nl 


50 nl 


Moyenne 


21 824 


19 858 


22 157 


21 985 


20 530 








» 64*1 — « 







Ces chiffres sont schematises par l'histogramme sur la proliferation des fibroblastes traites par 
un extrait de Dictyotales, a la Figure 2. 
Les Keratinocvtes 

Numeration des cellules apres 48 heures de culture 



Tableau 3 





Temoin 


5^1 


10 (xl 


20 jil 


50 |il 


Moyenne 


10 249 


10 184 


9 756 


10911 


10 284 


Ecart type 


655 


507 


587 


584 


445 



Ces chif&es sont schematises par Phistogramme sur la proliferation des keratinocytes traites 
par un extrait de Dictyotales, a la Figure 3. 



L* extrait de Padine agit sur la maturation des keratinocvtes 
Analyse de la cytokeratine 10 

• Principes 

Les anticorps diriges contre la cytokeratine 10 sont reveles a Taide d'un conjugue fluorescent 
Tous les cliches sont pris au meme grossissement et sont reproduits en annexe (figures 5 et 6). 

• Resultats 
- Valeurs 

Les cliches obtenus selon la methode d6crite sont numerises par un ordinateur : il procede au 
comptage des pixels representant les points de fluorescence ; le signal est calcule en tenant 
compte du nombre total de pixels du cliche. 
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Resultats 

Signal cytokeratine 
Tableau 4 





5 ans 


35 ans 


50 ans 


Moyenne temoin 


15 


10 


5 


Ecart type 


3 


5 


2 


Extrait de Padine 


58 


62 


55 


Ecart type 


3 


4 


8 



1/ extrait de Padine agit sur la maturation des keratinocy tes 
Analyse des proteines desmosomiales, 
o , Principes 

Les anticorps diriges contre Ies proteines des desmosomes sont reveies k Faide d'un conjugue 
fluorescent. Tous Ies cliches sont pris au meme grossissement (figures 6 et 7). 
o Resultats 
- Valeurs 

Les cliches obtenus selon la methode decrite sont numerises par un ordinateur qui procede au 
comptage des pixels representant les points de fluorescence ; le signal est obtenu par calcul en 
tenant compte du nombre total de pixels du cliche. 



Signal proteines des desmosomes 
Tableau 5 





20 ans 


40 ans 


60 ans 


Moyenne temoin 


120 


105 


55 


Ecart type 


20 


15 


17 


Extrait de Padine 


115 


125 


120 


Ecart type 


15 


10 


20 



Ces chiflres sont schematises pax l'histogramme sur les proteines desmosomiales a P2, a la 
Figure 4. 



EXEMPLE I 

Creimte a base d'extrait de Padina pavonica fritre a 200 000 Unites / litre 
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Ingredients % 

Phase A Alcool cetearylique et Ceteareth-20 3,5 

Alcool cetylique 3 ,5 

Palmitate d'octyle 9 

Acetate de DL-oc- Tocopherol °> 1 



Phase B 



Eau desionisee qsp 100 



Phase C Caseine - Gomme xanthane 1 

Phase D Conservateur(s) * 

*' Extmit^ei>adi^ J litee % 4_ 

Gomme xanthane 0,3 



Chauffer la phase A a 75°C. 

Chauffer separement la Phase B a 75°C. 

Additionner lentement la Phase A dans la Phase B sous forte agitation. 
5 Une fois ce melange termine, ajouter extemporanement la phase C toujours sous forte 
agitation pour l'homogeneisation. 

Laisser refroidir jusqu'a obtenir une temperature inferieure a 40°C et ajouter separement les 
elements de la phase D sous agitation plus faible. 



10 EXEMPLE II 

Gel a base d'extrait de Padina pavonica titre a 200 000 Unites / litre 



Ingredients % 

Phase A Glycerol 4 

Carbomere 1 

Phase B Eau desionisee qsp 1 00 

Phase C PEG-78-glyceryl cocoate 1 

Extrait de Padina pavonica titre a 200 000 Unites / litre 2 

Huile essentielle d'orange amere 0, 1 

Phase D Conservateur (s) 0,7 

Phase E NaOH diluee a 10% qsp pH=6 



Additionner la phase A dans la Phase B. 
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Sous agitation additionner la Phase C. 
Puis ajouter la phase C sous agitation forte. 
Une fois homogeneisation complete, ajouter D. 
Stabiliser le pH a 5 -6 par de la soude diluee. 

EXEMPLE III 

Lait a base d'extrait de Padina pavonica titre a 200 0 00 Unites / litre 

Ingredients % 

Phase A Cetearyl glucoside + alcool cetearylique 5 
Huile d'amandes douces 10 
Huile de Jojoba 



5 



Phase B Eau desionisee °1 S P 100 

Tampon citrate/ citrique pH=5,5 

Phase C Caseine-Gomme xanthane 1 , 5 

Phase D Tocopherol °^ 
Extrait de padina pavonica titre a 200 000 U / litre 1 
Conservateur(s) ^,7 

Chauffer la phase A a 75°C. 
10 Chauffer separement la Phase B a 75°C. 

Additionner lentement la Phase A dans la Phase B sous forte agitation. 

Une fois ce melange termine, ajouter extemporanement la phase C toujours sous forte 

agitation pour Fhomogeneisation. 

Laisser refroidir jusqu 1 ^ obtenir une temperature inferieure a 40°C et ajouter separement les 
1 5 elements de la phase D sous agitation plus faible. 



EXEMPLE IV 

' Creme a base d T extrait de Padina pavonica titre a 200 000 U nites / litre 

Ingredients 

Phase A Huile de Paraffine 
Alcool cetearylique 
Stearate de sorbitane 
Polysorbate 60 



10 
1,5 

1,5 
2,5 
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Phase B 



Eau desionisee 



qsp 100 



Phase C 



Extrait de padina pavonica titre a 200 000 unites/litre 



10 



Phase D 



Polyacrylamide et isoparaffine C13-C14 et Laureth-7 
Conservateur(s) 



1,4 

0,7 



Chauffer la phase A a 75°C. 

Chauffer separetnent la Phase B a 75 °C, 

Additionner lentement la Phase A dans la Phase B sous forte agitation. 

Laisser refroidir sous agitation faible jusqu'a obtenir une temperature de 40°C et ajouter la 

phase C sous agitation forte. 

Lorsque le melange est bien homogene, ajouter separement les elements de la Phase D. 



WO 01/51069 



11 

REVINDICATIONS 



PCT/FR01/00067 



1. Utilisation d'une preparation a base d'extrait d'algues de la famille des Dictyotales, en 
vue de la production d'une composition topique destinee a des fins cosmetiques, en vue de 
la maturation des Keratinocytes, avec amplification de la synthese des cytokines et 
augmentation des proteines desmosomiales. 

2. Utilisation d'une preparation a base d'extrait d'algues de la famille des Dictyotales, selon 
la revendication 1, caracterisee en ce que le principe actif est un produit prepare apres 
extraction de 1'algue et purification par HPLC sur silice greffee en Ci 8 d'un extrait brut 
puis elution par un melange methanol / eau, pour isoler une fraction active possedant un 
temps de retention compris entre 9 et 12 minutes. 

3. Utilisation d'une preparation selon la revendication 1, dans laquelle le principe actif 
provient d'un extrait ethanolique ou acetonique de Falgue Padina pavonica. 

4. Utilisation d'une preparation selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle 
F extrait de Padina pavonica est evapore a sec puis disperse dans un support inerte, liquide 
ou solide et dilue dans un support inerte, liquide ou solide. 

5. Utilisation d'une preparation selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle 
Fextrait de Padina pavonica est incorpore dans un support ou un vehicule approprie pour 
la realisation de preparations topiques en phase huileuse, en phase aqueuse ou a sec, telles 
que cremes, suspensions, emulsions, gels, pommades ou poudre. 

6. Utilisation d'une composition selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle 
Fextrait de Padina pavonica est incorpore dans une solution de polyethyleneglycol 
contenant un agent dispersant ou un agent tensioactif, et dans laquelle la solution est 
additionnee d'une huile de silicone, pour realiser une emulsion fluide. 

7. Utilisation d'une preparation a base d'extrait d'algues de la famille des Dictyotales selon 
la revendication 1, dans laquelle la teneur en principe actif s'echelonne de 0,1 k 200 g par 
kg de preparation. 
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8. Utilisation d'une preparation a base d'extrait d'algues de la famille des Dictyotales selbn 
la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle la teneur en principe actif 
s'echelonne de 4 a 150 g par kg de preparation. 

9. Utilisation d'une preparation a base d'extrait d'algues de la famille des Dictyotales selon 
la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle la concentration de Pextrait d'algue 
est dosee en activite a 200.000 Unites (UA) par litre. 

10. Utilisation d*\M£ preparation rtfiSSe <f^lgii6s^de la famille des Dictyotales selon la* 
revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle la teneur en extrait de Padina 
pavonica s'echelonne de 20 a 80.000 Unites d'activite (UA) par kg de principe actif sur 
un support, par kg de preparation topique finale. 

11. Utilisation d'une preparation & base d'extrait d'algues de la famille des Dictyotales selon 
la revendication 1 ou la revendication 2, dans des milieux de culture pour augmenter la 
maturation des Keratinocytes. 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 6 
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